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摘要: 目的 建立蜘蛛香不同部位 HPLC 指纹图谱，并比较各部位指纹图谱的差异。方法 采用 HPLC － DAD 波长切换
法，DiamonSil C18 ( 4． 6 mm × 250 mm，5 μm) 为色谱柱，流动相: 乙腈( A) － 0． 1%甲酸水溶液( B) 梯度洗脱，流速 1． 0 ml·
min －1，柱温 30 ℃，检测波长为 327 nm( 0 ～ 33 min) ，256 nm( 33 ～ 90 min) 。结果 建立了 10 批蜘蛛香不同部位 HPLC 指
纹图谱，标定了 32 个共有峰，指认了 9 个共有峰; 蜘蛛香不同部位的化学组成相似，但共有成分含量差异较大; 发现缬草
三酯、23 号峰、乙酰缬草三酯等 5 个差异较大的成分。结论 所建立的蜘蛛香不同部位 HPLC指纹图谱分析方法简便、准
确、专属性好，为蜘蛛香药材的全面质量控制和资源合理开发利用提供了科学依据。
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蜘蛛香 Valeriana jatamansi Jones为败酱科缬草属植物，其性
温、味辛、微苦，具有理气止痛、消食止泻、祛风除湿、镇静安神等
功效，是唯一被《中国药典》2015 年版收载的缬草类生药［1］。现
代药学研究表明蜘蛛香含有缬草三酯类、黄酮类、酚酸类、挥发油
等多种化学成分，具有抗肿瘤、抗焦虑、神经保护、保肝、抗氧化、
抗菌、抗病毒等药理作用［2 ～ 11］。蜘蛛香系多年生草本，传统以根
茎及根入药，是许多中成药的首选主药，其叶作为非药用部位常
被丢弃，造成极大的资源浪费。指纹图谱是国内外广泛认可的一
种中药质量评价模式，能较全面地反映中药化学成分的种类和数
量，已有文献报道蜘蛛香根茎及根的指纹图谱研究，尚无蜘蛛香
不同部位指纹图谱比较研究［12 ～ 14］。本研究首次建立了蜘蛛香不
同部位 HPLC指纹图谱，利用相似度评价、聚类分析( HCA) 、主成
分分析( PCA) 及偏最小二乘判别分析( PLS － DA) 等分析技术，
比较蜘蛛香不同部位指纹图谱，以期为蜘蛛香药材鉴定和合理开
发利用提供科学依据。
1 仪器与材料
1． 1 仪器 Agilent 1260 高效液相色谱仪( 美国安捷伦公司) ;
BSA224S型电子天平( 赛多利斯科学仪器有限公司) ; KQ3200E
型超声波清洗器( 昆山市超声仪器有限公司) ; FW177 型中草药
粉碎机( 天津市泰斯特仪器有限公司) 。
1． 2 材料 缬草三酯( 批号 wkq16011203，纯度 98． 21% ) ，乙酰缬
草三酯( 批号 wkq16072004，纯度 98． 86% ) 均购自四川维克奇生
物科技有限公司; 橙皮苷( 批号 110721 － 201316，纯度 95． 3% ) 购
自中国食品药品研究院; 新绿原酸( 批号 MUST － 15011412，纯度
99． 37% ) ，绿原酸( 批号 MUST － 15041814，纯度 99． 39% ) ，咖啡
酸( 批号 MUST － 15090803，纯度 99． 99% ) ，异绿原酸 A ( 批号

MUST － 15042518，纯度 98． 82% ) ，异绿原酸 B ( 批号 MUST －
15081411，纯度 99． 05% ) ，异绿原酸 C( 批号MUST － 15081414，纯
度 99． 84% ) 均购自成都曼思特生物科技有限公司; 乙腈、甲醇为
色谱纯; 水为娃哈哈纯净水; 其余试剂均为分析纯。蜘蛛香药材
为产地采集或药材市场购买，经贵州医科大学生药学教研室覃容
贵教授鉴定为败酱科植物蜘蛛香 Valeriana jatamansi Jones 的干
燥叶、根茎及根，见表 1。

表 1 样品信息
批次 产地 部位 采集时间
S1 贵州惠水 叶 20170603
S2 贵州惠水 根茎及根 20170603
S3 贵州惠水 叶 20170807
S4 贵州惠水 根茎及根 20170807
S5 贵州贵阳 叶 20170609
S6 贵州贵阳 根茎及根 20170609
S7 贵州惠水 叶 20170808
S8 贵州惠水 根茎及根 20170808
S9 云南保山 叶 20170819
S10 云南保山 根茎及根 20170819

2 方法与结果
2． 1 色谱条件 Diamonsil C18色谱柱( 4． 6 mm × 250 mm，5
μm) ; 流动相乙腈( A) － 0． 1%甲酸水溶液( B) ，梯度洗脱( 0 ～ 18
min，12% ～30%A; 18 ～ 20 min，30% ～ 32% A; 20 ～ 23 min，32%
～40% A; 23 ～ 25min，40% A; 25 ～ 33 min，40% ～ 53% A; 33 ～ 90
min，53% ～85% A) ; 流速 1 ml·min －1 ; 检测波长: 0 ～ 33 min 为
327 nm，33 ～ 90 min为 256 nm; 柱温 30 ℃ ; 进样量 20 μl。
2． 2 溶液的制备
2． 2． 1 混合对照品溶液的制备 精密称取各对照品适量，加甲醇
溶解并稀释成每 1 ml别含新绿原酸 0． 006 mg、绿原酸 0． 418 mg、
咖啡酸 0． 044 mg、异绿原酸 B 0． 021 mg、橙皮苷 0． 022 mg、异绿
原酸 A 0． 165 mg、异绿原酸 C 0． 015 mg、乙酰缬草三酯 0． 020 mg、
缬草三酯 0． 080 mg的混合对照品溶液。
2． 2． 2 供试品溶液的制备 取本品粉末( 过 60 目筛) 0． 2 g 置棕
色 EP管中，加入 70%甲醇 10 ml 称定重量，于 37 ℃超声( 功率
150W，频率 40 kHz) 处理 40 min，放置至室温，称定重量，用 70%
甲醇补足减失的重量，经 0． 45 μm微孔滤膜滤过，即得。
2． 3 指纹图谱的建立
2． 3． 1 精密度试验 取 S6 样品按“2． 2． 2”项下方法制备供试品
溶液，按“2． 1”项下色谱条件连续进样 6 次，以 19 号峰( 异绿原
酸 A) 为参照峰，计算各共有峰相对保留时间及相对峰面积，结果
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各共有峰的相对保留时间 ＲSD ＜ 1． 24%，相对峰面积 ＲSD ＜
3． 56%，表明仪器精密度良好。
2． 3． 2 重复性试验 取 S6 样品按“2． 2． 2”项下方法平行制备 6
份供试品溶液，按“2． 1”项下色谱条件进样，以 19 号峰( 异绿原
酸 A) 为参照峰，计算各共有峰相对保留时间及相对峰面积，结果
各共有峰的相对保留时间 ＲSD ＜ 1． 14%，相对峰面积 ＲSD ＜
3． 61%，说明方法重复性良好。
2． 3． 3 稳定性试验 取 S6 样品按“2． 2． 2”项下方法制备供试品
溶液，分别于 0、3、6、9、12、24 h按“2． 1”项下色谱条件进样，以 19
号峰( 异绿原酸 A) 为参照峰，计算各共有峰相对保留时间及相
对峰面积，结果各共有峰的相对保留时间 ＲSD ＜ 1． 92%，相对峰
面积 ＲSD ＜ 3． 33%，表明样品在 24 h内稳定性良好。
2． 3． 4 共有峰的标定 取表 1 样品按“2． 2． 2”项下方法制备供试
品溶液，按“2． 1”项下色谱条件进样，记录色谱图。将各样品色
谱图导入中药色谱指纹图谱相似度评价系统( 2012 版) 软件，以
S6 样品色谱图为参照图谱，时间窗宽度设为 0． 1 min，以中位数
法生成对照图谱，经多点校正后进行色谱峰匹配和叠加，标定了
32 个共有峰，见图 1。

图 1 蜘蛛香不同部位 HPLC指纹图谱

2． 3． 5 指纹图谱分析 根据各共有峰的紫外光谱特征，可将蜘蛛
香不同部位指纹图谱分为两个区:Ⅰ区( 保留时间 0 ～ 33 min) 25
个共有峰的最大吸收波长在 327 nm 左右，主要为酚酸类和黄酮
类成分;Ⅱ区( 保留时间 33 ～ 90 min) 7 个共有峰的最大吸收波长
在 256 nm左右，主要为缬草三酯类成分。以归一化法分别计算
各样品色谱图Ⅰ区和Ⅱ区共有峰峰面积占总共有峰峰面积的比
例，结果蜘蛛香叶Ⅰ区共有峰峰面积占比均 ＞ 74%，蜘蛛香根茎
及根Ⅱ区共有峰峰面积占比均 ＞ 59%，表明蜘蛛香不同部位的共
有成分含量差异较大，见表 2 和图 2。通过对照品保留时间和紫
外光谱比对确认了 9 个共有峰，即 5 号峰为新绿原酸，6 号峰为
绿原酸，10 号峰咖啡酸，17 号峰为异绿原酸 B，18 号峰为橙皮苷，
19 号峰为异绿原酸 A，20 号峰为异绿原酸 C，28 号峰为乙酰缬草
三酯，30 号峰为缬草三酯，见图 3。

表 2 蜘蛛香不同部位共有成分的含量比例 %

批次 Ⅰ区 Ⅱ区 批次 Ⅰ区 Ⅱ区
S1 86． 96 13． 04 S2 28． 24 71． 76
S3 78． 14 21． 86 S4 33． 40 66． 60
S5 89． 95 10． 05 S6 27． 28 72． 72
S7 79． 52 20． 48 S8 35． 60 64． 40
S9 74． 99 25． 01 S10 40． 19 59． 81

2． 3． 6 参照峰的选择 异绿原酸 A色谱峰在对照指纹图谱中分
离度良好，峰面积较大，峰形稳定，为所有样品共有，故确定其为

参照峰。以异绿原酸 A 为参照峰，计算各样本共有峰相对保留
时间及相对峰面积，结果各共有峰的相对保留时间 ＲSD 均 ＜
1． 87%，表明各批次间样品共有峰出峰时间较稳定; 相对峰面积
ＲSD为 0 ～ 129． 41%，说明各批次间样品共有成分含量差异较

大。

图 2 蜘蛛香叶( a) 和蜘蛛香根茎及根( b) HPLC指纹图谱比较

5． 新绿原酸; 6． 绿原酸; 10． 咖啡酸; 17． 异绿原酸 B; 18． 橙皮苷;
19． 异绿原酸 A; 20． 异绿原酸 C; 28． 乙酰缬草三酯; 30． 缬草三酯

图 3 混合对照品 HPLC图( c)
和蜘蛛香不同部位 HPLC对照指纹图谱( d)

2． 4 指纹图谱评价
2． 4． 1 相似度评价 以对照指纹图谱为参照，采用中药色谱指纹
图谱相似度评价系统( 2012 版) 软件计算各样品的相似度，结果
S1 ～ S10 相似度分别为 0． 605、0． 916、0． 773、0． 928、0． 662、0． 914、
0． 799、0． 941、0． 761、0． 912，表明不同产地、同一部位样品均有良
好的相似性，但不同部位样品间相似度差异较大，说明蜘蛛香不
同部位的指纹图谱有明显区别。
2． 4． 2 聚类分析 将各样品共有峰峰面积导入 SIMCA 14． 1 软件
进行聚类分析，见图 4。结果蜘蛛香样品可分为 2 类，Ⅰ类包括
S1、S3、S5、S7、S9，Ⅱ类包括 S2、S4、S6、S8、S10，表明蜘蛛香叶、根
茎及根被正确区分。
2． 4． 3 主成分分析 将各样品共有峰峰面积导入 SIMCA 14． 1 软
件进行主成分分析，见图 5。结果表明前 2 个主成分的累积方差
贡献率为 88． 80%，可将蜘蛛香样品分为 2 组，与聚类分析结果
一致。
2． 4． 4 偏最小二乘判别分析 将各样品共有峰峰面积导入 SIM-
CA 14． 1 软件进行偏最小二乘判别分析，见图 6。结果 PLS － DA
模型主成分回归系数 Q2 = 0． 925、模型区分参数 Ｒ2Y = 0． 982、矩
阵结实率 Ｒ2X = 0． 811，均 ＞ 0． 5，说明该模型对 2 组样本的区分
程度和预测能力强，可用于蜘蛛香不同部位的鉴别区分。PLS －
DA模型中的 VIP值可反映色谱峰的贡献程度，以 VIP ＞ 1 为标
准，30 号峰( 缬草三酯) 、23 号峰、28 号峰( 乙酰缬草三酯) 、6 号
峰( 绿原酸) 、20 号峰( 异绿原酸 C) 可能是导致蜘蛛香不同部位
间质量差异的主要标记物。
3 讨论
本研究比较了水及体积分数 20%、40%、50%、60%、70%、

80%、90%、100%甲醇 9 种提取溶剂，以体积分数 70%甲醇提取
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的样品色谱峰个数最多，峰面积整体较高，故选择体积分数 70%
甲醇提取。考察了 206、256、284、327、350 nm波长下蜘蛛香样品
色谱图特征峰，结果发现 327 nm 波长下酚酸类和黄酮类成分主
要集中在Ⅰ区( 保留时间 0 ～ 33 min) ，256 nm波长下缬草三酯类
成分主要集中在Ⅱ区( 保留时间 33 ～ 90 min) ，酚酸类和黄酮类
成分与缬草三酯类成分之间无明显交叉分布区域，因此采用波长
切换法建立了蜘蛛香不同部位 HPLC 指纹图谱，其色谱峰较多、
峰形较好、化合物信息更丰富完整。蜘蛛香酚酸类和黄酮类成分
呈弱酸性，本研究采用乙腈 －甲酸水溶液、乙腈 －乙酸水溶液、乙
腈 －磷酸水溶液等流动相体系进行梯度洗脱，结果显示乙腈 －
0． 1%甲酸水溶液洗脱系统基线较平稳、色谱峰较多、峰形较好、
分离效果良好。

图 4 蜘蛛香不同部位聚类分析树状图

图 5 蜘蛛香不同部位 PCA得分图

图 6 蜘蛛香不同部位 PLS － DA得分图( A) 和 VIP图( B)

同一基源的中药，因其药用部位的不同，不仅导致其药力的
差异，还可能导致其性味归经的大相径庭，这也是中医选择有效
部位入药的原因所在，但有些植物的不同部位常含有相同或相似
的有效成分和生理活性，只是含量多少和药效强弱的差异［15］。
应用指纹图谱技术结合化学模式识别能很好地对中药不同部位
进行特征研究和质量评价，本研究采用相似度评价、聚类分析、主
成分分析和偏最小二乘判别分析对蜘蛛香不同部位指纹图谱进
行比较，结果显示蜘蛛香叶、根茎及根被明显分为两类，表明蜘蛛
香不同部位的化学成分构成相近，但共有成分含量差异较大，蜘
蛛香叶中酚酸类成分含量较高而缬草三酯类成分含量较低，蜘蛛
香根茎及根中缬草三酯类成分含量较高而酚酸类成分含量较低，

二者的功效相似还是各有专攻，尚待进一步研究; 找到 30 号峰
( 缬草三酯) 、23 号峰、28 号峰( 乙酰缬草三酯) 、6 号峰( 绿原
酸) 、20 号峰( 异绿原酸 C) 等样品间特征成分标记物，建议作为
蜘蛛香药材的质量控制指标建立相应的不同部位质量标准，以便
蜘蛛香不同部位的区别使用。
本研究建立的蜘蛛香不同部位 HPLC指纹图谱标定了 32 个

共有峰，指认了 9 种成分，包括 6 个酚酸类、1 个黄酮类、2 个缬草
三酯类成分，共 3 种化学结构类型，具有灵敏度高、分离度好、化
合物信息丰富、特征性强等优点，可用于蜘蛛香药材不同部位的
识别，对阐明蜘蛛香不同部位药效物质基础、完善蜘蛛香质量控
制和促进蜘蛛香的充分利用等具有重要意义，为蜘蛛香药用资源
拓展及其新药研发提供了新的思路。
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